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<vj Die Verbindungen der Formel I hemmen T-Lymphozyten spezifisch bei niedriger Toxizitat und wirken in 
^hohen Dosen cytostatisch. 
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BESCHREIBUNG 



Die derzeit verwendeten klassischen Immunsuppressiva und meisten 
gebrauchlichen Cytostatika haben eine gravierende Nebenwirkung 
gemeinsam, die dosislimitierend und oft lebensbedrohlich ist: 
Sie sind knochenmarkstoxisch und fxihren zu einer quantitativen 
Reduktion der weiBen Blutzellen in der Zirkulation. Diese 
Zellpopulation enthalt in der Lymphozytenf raktion sogenannte T- 
und B-Lymphozyten. Eine Subpopulation des erstgenannten 
Zelltyps, die "zytotoxischen T-Lymphozyten", sind maBgeblich an 
der Abstoflung transplantierter Gewebe nicht verwandter Spender 
beteiligt. B-Lymphozyten dagegen sorgen insbesondere fur die 
Abwehr bakterieller Infekte. Demnach verhindern konventionelle 
Immunsuppressiva bei Transplantatempf angern die AbstoBung der 
ubertragenen Organe durch Verminderung der peripheren T- 
Lymphozyten. Da die unspezif ischen Wirkstoffe jedoch auch B- 
Lymphozyten reduzieren, konnen Patienten unter dieser Medikation 
durch eine gesteigerte Anfalligkeit gegeniiber bakteriellen 
Infekten vital gefahrdet sein. Dies ist ebenso der Fall bei 
Patienten , die aufgrund eines maligrien Tumors oder einer 
benignen prolif erativen Erkrankung (z,B. Psoriasis, Arthritis) 
mit einem Cytostatikum behandelt werden. Die Verminderung der 
weiBen Blutzellen durch konventionelle Immunsuppressiva und 
Cytostatika kommt dadurch zustande, daB von ihrer zelltoxischen 
Wirkung die schnell prolif erierenden Gewebe , also auch das 
hamatopoetische System, bevorzugt betroffen sind. 

Aufgabe der Erfindung ist die Bereitstellung von 
Immunsuppressiva, welche zytotoxische T-Lymphozyten nicht durch 
Dezimierung sondern durch spezifische Hemmung ihrer 
immunologischen Funktionen beeinf lussen. 

Cyclosporin, interferiert zwar mit der Bildung von Interleukin- 
2, einem von Helf er-T-Lymphozyten zur Aktivierung der 
zytotoxischen T-Lymphozyten produzierten Botenstoff . Wenn die 
Aktivierung der Zellen ausbleibt> kann ein ubertragenes 
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Fremdtransplantat nicht abgestoBen werden. Cyclosporin ist daher 
aufgrund seiner relativen Spezifitat bereits als Fortschritt 
gegemiber den konventionellen immunsuppressiven Standards 
(Azathioprin, Corticosteroide) zu betrachten. Es mehren sich 
aber in neuerer Zeit Berichte uber teils schwerwiegende 
Nebenwirkungen dieser Substanz. Cyclosporin ist nierentoxisch 
infolge Mikroembolisation und kann Wucherungen der 
Mundschleimhaut, multiple kutane Reaktionen, ZNS Wirkung.en wie 
Tremor u.a. auslosen. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, dafi Dihydrophenylamino- 
saurederivate der allgemeinen Formel I 




(I) 



. in welcher R eine gegebenenfalls substituierte Amino- oder 
Hydroxylgruppe darstellt und m und n unabhangig voneinander 
die Zahlen 0 oder 1 bedeuten, sowie deren pharmakologisch 
unbedenkliche Salze 

die immunologischen Funktionen der T-Lymphozyten spezifisch 
hemmen und aufgrund ihrer niedrigen Toxizitat auch in hoher 
Dosierung hervorragend vertraglich sind. 

Der Substituent R in der Formel (I) scheint fur die Wirkung der 
neuen Verbindungen wenig auschlaggebend zu sein. Nach 
derzeitigem Kenntnisstand ist das Wirkprinzip mit groBer 
Wahrscheinlichkeit vor allem an das Vorhandensein eines mit 
einer Aminosauregruppierung verbundenen Dihydrophenylrestes 
gebunden . 
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Der Rest R kann somit praktisch jeder untoxische organische Rest 
sein, insbesondere kommen unsubstituierte und substituierte 
Amino- und Hydroxygruppen und als deren Substituenten gesattigte 
und ungesattigte niedere aliphatische oder cycloaliphatische 
Reste mit 1 bis 8, bevorzugt 1-4 Kohlenstof f atomen, wie z.B. der 
Methyl-, Ethyl-, Propyl-, Isopropyl-, Cyclopentyl- , Cyclohexyl-, 
Allyl- oder Butenylrest infrage. 

Ein Vertreter mit relativ groBem Rest R ist z.B. das Cefradin 
(m = o, N = o, R = 7-Amino-3-deacetoxycephalosporansaure) , 
welches seit Jahren zur Behandlung bakterieller Infekte im 
Handel ist. Die Substanz wird klinisch auBerordentlich gut 
vertragen und zeigt im Tierversuch selbst bei langer dauernder . 
hochdosierter Anwendung keine Nierentoxizitat , was keineswegs 
fur alle Cephalosporine zutrifft. Insbesondere wirkt Cefradin 
nicht leukopenisch. Es ist daher uberraschend, daB Cefradin die 
AbstoBung allogener Transplantate unterdruckt. Der Nachweis 
dieser Aktivitat konnte uberraschend im Rattenhaut- 
Transplantationsmodell erbracht werden (s. Tab. I) . Als 
bekanntes Arzneimittel eignet sich Cefradin sehr gut als 
Modellsubstanz fur den Nachweis der neuartigen Wirksamkeit der 
Verbindungen I. 

In diesem Testsystem nach Waynforth ( Experimental and Surgical 
Technique in the Rat, Academic Press, 1980) modifiziert nach 
Heystek, werden je 2 allogene Hauttrarisplantate 
histoinkompatibler Spender-Ratten auf Empf anger-Ratten 
ubertragen. _ 

Die mit einer Stanze gewonnenen und vom Panniculus carnosus 
(einer Fett- und Muskelschicht) praparativ befreiten 
Transplantate werden in ebenfalls ausgestanzte 
Transplantatbetten des Empf angertiers plaziert. Die 
Transplantate werden mit speziellem Verbandmaterial bedeckt und 
mit einer Bandage fixiert. Endpunkt der Untersuchung ist der 
Tag, an dem 50 % der Tiere beide Transplantate vollstandig 
abgestoBen haben. Die immunsuppressive Aktivitat eines 
Wirkstoffs wird anhand der Verlangerung des normalen 
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Transplantatiiberlebens (Tage) der nicht behandelten 
Kontrolltiere bestimmt. 

Wie Tab. I zu entnehmen, zeigt sich Cefradin in dent 
beschriebenen Modell auBerordentlich wirksam und dem 
immunsuppressiven Standard Azathioprin { 6 [ (1-Methyl- 
nitroimidazol-5-yl) thio]purin} deutlich iiberlegen. Besonders 
interessant ist dabei der Befund, daB Azathioprin in 
aquipotenter Dosis ausgepragt toxisch wirkt, wahrend die mit 
Cefradin behandelten Tiere keinerlei Unvertraglichkeit erkennen 
lieBen. Interessant war weiterhin der Befund, daB die hochste 
Cefradin Dosis offenbar die Ausbildung der Gef aBverbindung 
zwischen Transplantatbett und Transplantat unterdriackte, die bei 
den Kontrolltieren bis etwa zum 5. postoperativen Tag 
hergestellt ist. 

Aufgrund dieser Beobachtung wurde zunachst angenomraen, daB eine 
Unterdriickung der Angiogenese durch die erf indungsgeinaBen 
Substanzen fur die Verlangerung des Transplantatiiberlebens in 
dem verwendeten Modell verantwortlich ist, Wenn eine 
Gef aBverbindung zwischen Transplantatbett und Transplantat nicht 
besteht, kann namlich eine Sensibilisierung zytotoxischer T- 
Lymphozyten durch die ubertragenen Fremdantigene und 
Einwanderung dieser Zellen in das Transplantat, welche die 
AbstoBung zur Folge hatte, nicht stattfinden. 

Es wurde daher eine Untersuchung mit Cefradin als Modellsubstanz 
auf eine die GefaBbildung hemmende Aktivitat in einem hierzu 
geeigneten in vitro Modell durchgefuhrt (s. Tab. II). In diesem 
Test wird der EinfluB auf die Motilitat boviner Endothelzellen 
unter angiogenem (gef aBbildendem) Stimulus bestimmt. Es wurde 
gefunden, daB Cefradin in einem Konzentrationsbereich, der den 
in vivo eingesetzten niedrigen, jedoch bereits ausgepragt 
immunsuppressiven Dosen entsprach, eine nur geringfugige, wenn 
auch dosisabhangige Aktivitat zeigte. In hoher f bereits 
zytotoxischer Konzentration wurde unter den gegebenen 
Versuchsbedingungen eine komplette Inhibition der 
Endothelmotilitat bewirkt. 
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Aufgrund der dargelegten Befunde muB ausgeschlossen werden, daB 
die durch die erf indungsgemaBen Substanzen in niedriger 
Dosierung bewirkte ausgepragte Verlangerung des 

Transplantatiiberlebens uber konventionelle immunsuppressive oder 
antiangiogene Mechanismen zustande kommt. Statt dessen ist eine 
Modulation von fur die AbstoBungsreaktion wesentlichen 
Funktionen zytotoxischer T-Lymphozyten oder der diese 
kontrollierenden Zellpolulationen anzunehmen. 

Die Inhibition des GefaBwachs turns durch sehr hohe Dosen der 
erf indungsgemaBen Substanz ist wie die immunmodulierende 
Aktivitat von besonderem therapeutischera Interesse. 

Nach derzeitigem Wissensstand ist eine pathologisch gesteigerte 
Angiogenese an verschiedenen prolif erativen Erkrankungen wie 
soliden Tumoren, Psoriasis, Arthritis, chronischer Inflammation 
und diabetischer Retinopathie beteiligt, deren Regulierung zu 
einer Besserung wenn nicht Heilung der betreffenden Erkrankungen 
fiihren kann.. Angiogenese-Inhibitoren stellen daher nach 
allgemeiner Auffassung eirt erf olgversprechendes Therapiekonzept 
fur die genannten, mit konventionellen Arzneimitteln bisher kaum 
zu beherrschenden prolif erativen Erkrankungen dar. 



DaB der Dihydrophenylrest eine fur die Wirksamkeit der 
Verbindungen I wichtige Funktion hat ergibt sich aus einem 
Vergleich von Cefradin mit Cefradoxil, deren Formeln nachstehend 
einander gegenubergestellt sind: 



Cefradin 
(aktiv) 




CH— C — NH — CH — CH 
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Es kommt also nicht auf das Cephalosporin-Grundgeriist an, 
sondern auf die fur die erf indungsgemaBen Verbindungen typische, 
eirie Dihydrophenylgruppierung enthaltende Teilstruktur , welche 
fur die immunmodulierende Aktivitat ausschlaggebend ist. 

Weitere an sich bekannte Verbindungen der allgemeinen Formel I 
sind z.B. Dihydrophenylglycin, Dihydrophenylalanin und 
Dihydrophenyl-alaninamid • 

Neu", aber nach den fur die obengenannten Verbindungen allgemein 
bekannten Verfahren herstellbar sind folgende Verbindungen der 
allgemeinen Formel I: 

Dihydrophenylglycinamid 

Dihydrophenyl-B-alaninamid 

Dihydrophenylglycin-N-methylamid 

Dihydrophenylglycin-N-ethylamid 

Dihydrophenylglycin-N-isopropylamid 

Dihydrophenyl-B-alanin-N-methylamid 

Dihydrophenyl-B-alanin-N-ethylamid 

Dihydrophenyl-B-alanin-N-isopropylamid 

Fur die neuen Verbindungen wird Stoffschutz beansprucht. 

Die Salze werden in ublicher Weise durch Neutralisation der 
Basen mit entsprechenden anorganischen oder organischen Sauren 
erhalten. Als Sauren kommen z.B. Salzsaure, Schwefelsaure, 
Phosphorsaure, Bromwasserstof f saure, Essigsaure, Weinsaure, 
Milchsaure, Zitronensaure, Apfelsaure, Salicylsaure, 
Ascorbinsaure, Malonsaure oder Bernsteinsaure in Frage. 

Die erf indungsgemaBen Verbindungen der allgemeinen Formel I 
konnen in flussiger oder fester Form oral oder parenteral 
appliziert werden. Als Injektionsldsung kommt vor allem Wasser 
zur Anwendung, welches die bei Injektionslosungen ublichen 
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Zusatze wie Stabilisierungsmittel, Losungs vermi tt 1 er oder Puffer 
enthalt. 

Derartige Zusatze sind z.B. Tartrat- und Citrat-Puf f er, Ethanol, 
Komplexbildner (wie Athylendiamin-tetraessigsaure und deren 
nichttoxische Salze) spwie hochmolekulare Polymere (wie 
fliissiges Polyathylenoxid) zur Viskositatsregulierung. Feste 
Tragerstoffe sind z.B. Starke, Lactose, Mannit, Methylcellulose, 
Talkum, hochdisperse Kieselsaure, hohermolekulare Fettsaure (wie 
Stearinsaure) , Gelatine, Agar-Agar, Calciumphosphat , 
Natr iumcarbonat , Magnesiumstearat , tierische und pflanzliche 
Fette, feste hochmolekulare Polymere (wie Polyathylenglykol) ; 
fur orale Applikation geeignete Zubereitungen konnen 
gewiinschtenfalls zusatzliche Geschmacks- und/oder SiiBstof f e 
enthalten. 

Die enteral verabreichten- Einzeldosen liegen im Bereich von etwa 
10 bis 6000 mg, vorzugsweise 50-500 mg, parenteral werden etwa 1 
bis 8 000 mg gegeben. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind somit Arzneimittel, 
enthaltend eine Verbindung der allgemeinen Formel I und deren 
pharmakologisch unbedenkliche Salze, mit Ausnahme von Cefradin, 
als Wirkstoff neben ublichen Trager und Hilf sstof f en. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von 
Verbindungen der allgemeinen Formel I, insbesondere Cefradin, 
und von deren pharmakologisch unbedenklichen Salzen bei der 
Immunmodulation und Cytostase. 

Die Wirkstoff e gemafl Formel I enthaltenden Arzneimittel 
begrunden eirl hochvertragliches neuartiges therapeutisches 
Prinzip fiir Storungen des Immunsystems und Erkrankungen, bei 
denen eine gesteigerte benigne oder maligne Zellprolif eration 
und/oder erhohte enzymatische und angiogene Aktivitaten 
beteiligt sind. Hierzu zahlen u.a. rheumatische Erkrankungen, 
Arthritis, Autoimmunerkrankungen, Psoriasis, maligne Tumoren, 
bestimmte Erkrankungen der Atemwege sowie die diabetische 
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Retinopathie. Die erf indungsgemaBen Substanzen eignen sich 
weiterhin zur Unterdriickung der AbstoBung histoinkompatibler 
Transplantate. 

Aus der folgenden Tabelle I geht hervor, daB Cefradiri als 
wirksamer Vertreter der neuen Wirkstof fklasse dem Azathioprin 
iiberlegen ist. AuBerdem zeigt Tabelle II die Unwirksamkeit von 
Cefradoxil. Tabelle III zeigt den EinfluB von Cefradin auf die 
in vitro Migration/Motilitat boviner Endothelzellen. 
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PATEN tanspruche (fur die Vertragsstaaten AT, BE, 
CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NE, SE) 



1.) Arzneimittel, enthaltend eine Verbindung der allgemeinen 
Formel I 




in welcher R eine gegebenenf alls substituierte Amino- 
oder Hydroxy lgruppe darstellt und m und n unabhangig 
voneinander die Zahlen 0 Oder 1 bedeuten, und deren 
pharmakologisch unbedenkliche Salze, mit Ausnahme von 
Cefradin, als Wirkstoff neben ublichen Tragern und 
Hilfsstoffen. 

2 . ) Verwendung von Verbindungen der allgemeinen Formel I 

in welcher R eine gegebenenfalls substituierte Amino- 
oder Hydroxy lgruppe darstellt und m und n unabhangig 
voneinander die Zahlen 0 oder.l bedeuten, sowie deren 
• pharmakologisch unbedenkliche Salze 

und von deren pharmakologisch unbedenklichen Salzen zur 
Herstellung von Arzneimitteln zur Immunmodulation und 
Cytostase. 

3. ) Verwendung eines Wirkstoff s nach Anspruch 2 zur Herstellung 

von Arzneimitteln zur Bekampfung von Autoimmunerkrankungen , 
rheumatischen und allergischen Erkrankungen , benignen und 
malignen prolif erativen Erkrankungen und zur Unterdrvickung 
der TransplantatabstoSung. 

4 . ) Verbindungen der allgemeinen Formel I und deren 

pharmakologisch vertragliche Salze namlich 
Dihydrophenylglycinamid , 
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Dihydrophenyl-fl-alaninamid , 
Dihydropheny lglycin-N-methy laroid , 
Dihydrophenylglycin-N-ethylainid, 
Dihydrophenylglycin-N-isopropylamid , 
Dihydrophenyl-6-alanin-N-methylamid, 
Dihydrophenyl-B-alanin-N-ethylamid , 
Dihydrophenyl-B-alanin-N-isopropylamid, 

5. ) Arzneimittel enthaltend eine Verbindung gemai3 Ahspruch 4. 

6. ) Verwendung von Verbindungen gemaJ3 Anspruch 4 zur Herstellung 

von Arzneimitteln zur Immunmodulation, Cytostase, und 
Bekampfung von Autoimmunerkrankungen , rheumatischeii und 
allergischen Erkrankungen, benignen und malignen 
prolif erativen Erkrankungen f und zur Unterdriickung der 
Transplantatabstoflung. 
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PATENTANS PRUCHE (fur die Vertragsstaaten ES, GR) 



1.) Verwendung von Verbindungen der allgemeinen Formel I 




in welcher R eine gegebenenf alls substituierte Amino-, 
oder Hydroxylgruppe darstellt und m und n unabhangig 
voneinander die Zahlen 0 oder 1 bedeuten, und deren 
pharmakologisch unbedenkliche Salze, mit Ausnahme von 
Cefradin, als Wirkstoff neben iiblichen Tragern und 
Hilfsstoffen zur Herstellung von Arzneimitteln. 

2 • ) Verwendung von Verbindungen der allgemeinen Formel I 

in welcher R eine gegebenenf alls substituierte Amino- 
oder Hydroxylgruppe darstellt und m und n unabhangig 
voneinander die Zahlen 0 oder 1 bedeuten,. sowie deren 
pharmakologisch unbedenkliche Salze 

und von deren pharmakologisch unbedenklichen Salzen zur 
Herstellung von Arzneimitteln zur Immunmodulation und 
Cytostase. 

3 . ) Verwendung eines Wirkstoff s nach Anspruch 2 zur Herstellung 

von Arzneimitteln zur Bekampfung von Autoimmunerkrankungen, 
rheumatischen und allergischen Erkrankungen f benignen und 
malignen prolif erativen Erkrankungen und zur Unterdriickung 
der TransplantatabstoBung. 

4. ) Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen 

Formel I und deren pharmakologisch vertragliche Salzen 
namlich 

Dihydrophenylglycinamid 9 
Dihydrophenyl-B-alaninamid, 
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Dihydrophenylglycin-N-methy lamid , 
Dihydrophenylglycin-N-ethylamid , 
Dihydropheny lglycin-N-isopropy laiaid , 
Dihydrophenyl-B-alanin-N-methylamid , 
Dihydrophenyl-B-alanin-N-ethylamid , 
Dihydrophenyl-B-alanin-N-isopropylamid . 

5.) Verwendung von Verbindungen gemaB Anspruch 4 zur Herstellung 
von Arzneimitteln zur Immunmodulation, Cytostase, und 
Bekampfung von Autoimmunerkrankungen, rheumatischen und 
allergischen Erkrankungen , benignen und malignen 
proliferativen Erkrankungen, und zur Unterdruckung der 
TransplantatabstoBung . 
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CO in welcher R eine gegebenenfalls substituierte Amino- Oder Hydroxylgruppe darstellt und m und n 
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